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I摘要
单分子操纵技术是近年来兴起的一种研究生物大分子的实验手段。磁镊作为
一种单分子操纵技术，不但可以对单个的生物大分子进行测量，而且可以稳定地
测量长达几个小时甚至几十个小时。GB1 是链状球菌细胞表面的蛋白质G上的B1
免疫球蛋白结合域，它能帮助宿主逃离寄主的免疫系统。虽然它在生物体内并没
有相关的机械功能，但是却有着很好的机械强度与很高折叠与去折叠保真度，十
分适合用来研究蛋白质的折叠与去折叠。传统生化实验只能在 3摩尔每升浓度以
上的盐酸胍溶液中进行GB1 蛋白的去折叠研究，这是因为在低浓度的盐酸胍下，
蛋白质无法自发地发生去折叠，但是单分子操纵技术可以对蛋白质施加额外的拉
力，从而使低浓度盐酸胍中的GB1 蛋白质的去折叠研究成为可能。本文希望通过
对低浓度盐酸胍溶液中GB1 蛋白的折叠与去折叠研究，进一步理解蛋白质折叠与
去折叠的机理。我们基于可以长时间稳定进行单分子测量的磁镊技术，对GB1 蛋
白质在无盐酸胍、100 毫摩尔每升浓度的盐酸胍和 500 毫摩尔每升浓度的盐酸胍
溶液环境中，进行折叠与去折叠研究。本实验在上述溶液环境中分别施加了 4
到 100 皮牛的拉力进行研究。这也是首次使用磁镊对GB1 蛋白进行了长时间的折
叠与去折叠的研究。在实验过程中，我们不仅测量了不同条件下的折叠与去折叠
的速率，而且做了一些简单的折叠与去折叠的动力学分析，阐述了一些简单的理
论。在 500 毫摩尔每升浓度的盐酸胍溶液、拉力为 8皮牛的平衡态测量中，我们
观测到了一种错误折叠的存在，在这种特定条件下发现的错误折叠，为其他蛋白
质的折叠与去折叠研究中制造错误折叠提供了一些参考，同时对理解蛋白质的折
叠与去折叠的机理有重要意义。蛋白质错误折叠的研究，对于我们理解一些蛋白
质错误折叠引起的疾病（如疯牛病、II型糖尿病等），有重要意义。
关键字：磁镊；GB1 蛋白；蛋白动力学
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Abstract
Single molecule manipulation technology becomes more and more popular
recently, It is a useful tool to study the biological macromolecules.
Magnetic tweezers, as a single-molecule manipulation technique,can
easily measure individual bio-macromolecules. It is also capable of
stable and long time measurement.GB1 is a protein on the surface of a
streptococcal cell Immunoglobulin binding domain. It can help the host
escape the host's immune system. Although it does not have the relevant
mechanical function in the body, it has a very good mechanical stability.
GB1 proteins also show a unique combination of mechanical features,
including the fast folding and unfolding kinetics and high folding
fidelity. Traditional biochemical experiments can only be carried out in
the guanidine hydrochloride（GdmCl） solution above 3M of concentration
of GB1 protein, because in the low concentration of GdmCl, the protein
can not unfold spontaneously. But single molecule manipulation technology
can apply an external force on the samples to unfold the proteins.This
makes it possible to study the unfolding of proteins in low concentrations
of GdmCl. This paper hopes to further understand the mechanism of protein
folding and folding by the study of folding and folding of the GB1 protein
in GdmCl solution. We used a magnetic tweezers technique for a long time
and stable measurements. The GB1 protein was folded and unfolded in
different kind of solutions, such as 0M，100mM，500mM GdmCl. Experiments
were carried out in the above solution environment with a tensile force
of 4 to 100 pN. This is the first time to use magnetic tweezers on the
GB1 protein study for such a long time. In the process, we have not only
measured the folding and unfolding rate under different conditions, but
also do some simple analysis of folding and unfolding dynamic. In the
equilibrium measurement of 500mM GdmCl under the force of 8 pN, we
discovered a misfolded state of GB1. This discovery is important to
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understand the protein folding and folding mechanism. The study of protein
misfolding is very important to understand the mechanism of some diseases
caused by misfolded proteins, such as Creutzfeldt-Jakob disease.
Key words: magnetic tweezers; GB1 protein; protein kinetics
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1
第一章 绪论
1.1 蛋白质折叠去折叠研究意义
在复杂的生命活动过程中，总是伴随着各种物理变化和化学变化，而这些变
化，几乎都离不开一种生物大分子——蛋白质。蛋白质几乎参与调控了人体内所
有的生化反应[1]。人们对蛋白质的探究从未停止过，随着科技的发展，人们不再
满足于知道某种蛋白质催化什么反应，在生命活动中扮演什么角色。人们对蛋白
质的研究逐渐深入到蛋白质的结构上。蛋白质在完成其生命活动的功能时，构象
发生了什么改变。一个多肽链，如何折叠到一个具有正常功能的蛋白质构象。而
对蛋白质的研究，也不再单单是生物学家的工作。越来越多的物理学家和化学家
进入生命科学的领域，诞生了许许多多的交叉学科，也为生命科学的研究引入了
新的活力。早在半个世纪以前，研究人员便提出来关于蛋白质折叠的问题[2]：1.
是什么规则使得氨基酸序列决定了蛋白质天然结构? 2.蛋白质为什么能折叠得如
此迅速? 3.我们能不能根据已知的氨基酸序列，让计算机通过一些算法实现蛋白
质的结构预测? 如今，虽然我们知道了一些在蛋白质折叠过程中的关键因素，并
且可以成功预测一些简单的蛋白质的构象，但依然无法正确预测较大蛋白质的构
象[3-5]。
对于蛋白质折叠去折叠的研究的意义，并不仅仅局限于理解了生命活动重要
过程的原理，也加深了人们对于一些疾病的理解。1972 年，Prusiner 等研究人
员在研究克雅氏病（CJD, Creutzfeldt-Jakob disease，动物患病时称为疯牛病）
时发现，这种疾病是由蛋白质的错误折叠造成的，并且可以在人和动物间传播[6]。
而在这以前, 人们认为传染病都是通过病毒和细菌所携带的DNA和 RNA进行传播
的。现在人们知道了蛋白质错误折叠在许多疾病中的重要性，这些疾病包括克雅
氏病和 II 型糖尿病，以及一些神经退行性疾病，如阿尔茨海默氏症、帕金森氏
症、亨廷顿氏症和肌萎缩性脊髓侧索硬化症。蛋白质折叠研究对我们理解蛋白质
折叠疾病提供了重要的基础。
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图 1.1 人工设计的蛋白质[7, 8]
而随着对蛋白质折叠的深入研究，在蛋白质折叠研究的过程提出的原理和算
法，启发人们制造了许多人造蛋白质和新型聚合物材料。比如, 人们设计了一些
能够结合和抑制其他蛋白的蛋白质[7]（如图 1.1A 是利用计算机设计的一种蛋白
质抑制剂，用于结合一种流感蛋白--血凝素），一些自然界尚未发现的完全人工
设计的蛋白[9]，具有全新酶活性的蛋白质[10]和能作为潜在疫苗的蛋白质[11]。并且，
还出现了一类模仿蛋白质结构和功能的非生物的聚合物，称为“非天然折叠体”
[12-15]。而这些非天然折叠体已经有了广泛的应用[8, 16-19]：作为蛋白质与蛋白质相
互作用的抑制剂、广谱抗生素、肺的表面活化剂仿造物，光存储材料，类锌指结
合剂，可以治疗肌肉萎缩症的 RNA 蛋白的结合破坏剂，转基因载体和“分子纸”
（如图 1.1B 是根据蛋白质结构启发设计的分子纸）。这些材料有些已经得到应用，
有些也许在不久的将来就能运用在生物医学和材料科学。此外，这些新材料还为
我们提供了一种测试和加深理解蛋白质折叠的全新途径。
1.2 蛋白质生化基础
1.2.1 蛋白质的构成
生命的新陈代谢实际上是一系列酶促反应。而生物体内绝大多数的酶都是蛋
白质，只有极少数的酶是核酸。因此蛋白质在生命活动中占有极其重要的地位。
构成蛋白质的基本单位，是 20 种氨基酸。许多氨基酸通过缩水反应生成肽链，
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